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@ Verfahren zur Immobilisierung von Biopolynneren 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Immobilisierung 
von Biopolymeren an einer Festphase, wobei man 

(a) ein mit einem ersten Partner eines speztftschen Binde- 
paares gekoppettes Biopolymer in einer flussigen Phase 
bereitstellt und 

(b) die ftussige Fhase mrt einer Pestphase unter Bedingun- 
gen tnkubiert die zu einer Immobilisierung des Biopolymers 
auf der Festphase fuhren, wobei die Festphase den zweiten 
Partner des spezifischen Bindepaars an ihrer Oberflache 
gebunden enthalt und die Immobilisierung durch Wechsel- 
vtfirkung der beiden Partner des spezrfischen Bindepaars 
erfblgt, 

dadurch gekennzeichnet, dafl die tnkubation in Gegenwart 
eines in der flusstgen Phase Idslichen polymeren Immobili- 
sierungsaktivators erfolgt 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Immobilisierung von Biopotymeren an einer Festphase. 

Auf dem Gebiet der Molekularbiologie und Bioche- 5 
mie hat die Festphasentechnologie in letzter Zeit groBe 
Bedeutung gewonnen. Im allgemeinen be;schreibt dieser 
Ausdruck biochemische Reaktionen, bei denen ein Re- 
aktionspartner an einen festen Trager gekoppelt ist, an- 
statt frei in Losung vorzufiegea Bei Reaktionen, in de- to 
nen Biopolymere, wie etwa DNA, als Substrat oder Re- 
aktionspartner beteiligt sind, konnen die Mclekule des 
Biopolymers auf einfache Weise an verschiedene Ober- 
fladien, z. B. Beads, GeMfien und Chips aus unterscbied- 
lichen Materialienimmobilisiertwerden.Durcheine sol- 15 
che Inunobilisierungsprozedur konnen de^erte Bio- 
polymere aus komplexen Probengemischen aufgerei- 
nigt werdea Die Immobilisierung erieichtert auch Un- 
tersuchungen der immobiHsierten Biopolymere oder 
von Substanzen, die mit den immobilisierten Biopoty- 20 
meren wechselwirken, wie etwa Proteine oder Nudein- 
s&uren. Derartige Substanzen kdnnen aufgrund ihrer 
Wechselwirkung mit den immobilisierten Biopotymeren 
isoliert werdea Beispiele von wechselwirkenden Sub- 
stanzen umfassen z. B. DNA-Bindeproteine. die lebens- 25 
wichtige Vorgange in der Zelle regulieren, z. B. Trans- 
kriptionsfaktorea 

Immobilisierte DNA kann auch in mehrstufigen expe- 
rimentellen Protokollen eingesetzt werden, wobei die 
Ziel-DNA einer Abfolge von mehreren verschiedenen 30 
Reaktionsschritten ausgesetzt wird. Ein wichtiges Bei- 
spiel einer solchen Abfolge von Reaktionsschritten ist 
die Bestimmung einer Nucleotidsequenz: die Festpha- 
sentechnologie war der Schlussel zur Entwicklung auto- 
matisierter SequenzierungsprotokoUe und -gerate. 35 

Eine Anzahl von Biotechnologiefirmen vertreibt Sy- 
steme. welche die Immobilisierung von DNA auf festen 
Oberflachen ermogjichea Zur Immobilisierung werden 
die DNA-MolekQle derart derivatisiert, daB sie chemi- 
sche Gruppen tragen. die als Liganden fiir geeignete 40 
Rezeptoren auf den zu beschichtenden OberfUdien die- 
nen konnea Als ligand/Rezeptor-Bindepaar werden 
am haufigsten Biotin und Avidin bzw. Streptavidin (1) 
verwendet Jedoch auch andere liganden. beispielswei- 
se solche, die eine hochaf^e Bindung mit einem mono- 45 
klonalen AntikSrper eingehen konnen. wie etwa Digoxi- 
genm (2) konnen eingesetzt werdea 

Die Immobilisierung von DNA hat weit verbreitete 
Anwendung in der Grundlagenforschung, der klinischen 
Diagnostik und der Biotechnologie gefundea Anwen- 50 
dungen in der Grundlagenforschung beinhalten bei- 
spielsweise die Aufreinigung von DNA aus komplexen 
ProbengemischOT (3, 4), die Entwfcklung von Strategien 
zur KJonierung von Gcnen (5—10), die Charakterisie- 
rung von Protein/DNA-Wedisehidrkungen (11 — 13), 55 
die Reinigung von DNA-Bindeproteinen und Protein- 
komplexen aus Rohextrakten (14—16) sowie Untersu- 
chungen fiber die Transkription (17, 13, 18) und die Ver- 
packung von DNA in Chromatin (18). DNA kann 
schlieBlich auch zusanmien mit assoziierten Proteinen. go 
z. E wie sie in Form von Chromatin in den Kemen 
hoherer eukaryontischer Zellen vorkommt, inmiobili- 
siert und zur Untersuchung zelibiologischer Prozesse. 
wie etwa der Bildung von mitotischen Spindehi, verwen- 
det werden (19). 65 

Bei vielen dieser Anwendungen wird die DNA auf 
kleinen Partikehi aus unterschiedlichen Materialien im- 
mobilisiert. insbesondere auf paramagnedschen Beads. 
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die in einem Magnetfeld schnell und einfach konzen- 
triert werden kSnnea In jungster Zeit wird zur Untersu- 
chung von immobilisierter DNA auch Oberflachenplas- 
monenresonanz-Spektroskopie eingesetzt, wobei als 
Festphase ein kleiner Sensorchip verwendet wird. auf ' 
dem DNA fiber eine Streptavidin/Biotin-Wechselwir- 
kung immobilisiert ist (20— 22). 

Die bedeutendste Anwendung fur immobilisierte 
DNA ist die automatisierte Sequenzbestimmung. Der 
Fortschritt aller intemationalen Sequenzierungsprojek- 
te, wie etwa dem humanen Genomprojekt, beniht auf 
Sequenzierungsautomaten, in denen eine auf parama- 
gnetischen Beads immobilisierte Ziel-DNA analysiert 
wird (23—25): AuBerdem ist die routinemaBige Sequen- 
zierung von Nucleinsauren auch ein wichtiges Instru- 
ment ffir die klinische Diagnostik, die HLA-Typisierung 
sowie ffir forensiscfae oder populationsgenetische Un- 
tersuchungen geworden (v^ (26) sowie die ungefahr 
darin zitierten 80 Referenzen). 

Die Ausbeute der DNA-Immobilisienmg auf Oberfla- 
chen nimmt mit steigender L^ge von DNA-Molekfilen 
drastisch ab. W§hrend biotinylierte einzelstrSngige 
DNA mit einer Lange von 20—30 Nucleotiden in einer 
Kapazitat von 150—200 pmol pro mg von konunerziell 
erhaltiichen Streptavidhi-beschichteten Microbeads 
bindet, findet man bei einer DNA-Lange von 300 Nu- 
cleotiden nur noch eine Kapazitit von ca. 40 pmol pro 
mg Beads. Bei emer DNA mit emer L3nge von 
1000—4000 Nucleotiden verringert sich die Kapaziat 
weiter auf ca. 10—30 pmol pro mg Beads. 

Eine der vorliegenden Erfindung zugrundehegende 
Aufgabe bestand somit darin, ein neues Verfahren zur 
Immobilisierung von Biopol^eren, insbesondere Nu- 
cleinsauren, an einer Festphase bereitzustellen, bei dem 
die Immobilisienmgseffizienz oder/und -geschwindig- 
keit insbesonderer langerer DNA-MolekQle gegenuber 
den Verfahren des Standes der Technik verbessert ist 
Eine weitere der vorliegenden Erfindung zugrundehe- 
gende Aufgabe bestand in der Bereitstellung von inuno- 
bilisierten Nucleinsauren, die unter verbesserter Aus- 
nutzung der Kapazitat von Festphasen in hoheren Kon- 
zentrationen an eine Festphase als im Stand der Technik 
bekannt gebunden sind. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit 
ein Verfahren zur Immobilisierung von Biopolymeren 
an einer Festphase, wobei man 

(a) ein mit einem ersten Partner eines spezifischen 
Bindepaares gekoppeltes Biopolymer m einer flus- 
sigen Phase bereitstellt und 

(b) die flussige Phase mit einer Festphase unter 
Bedingungen inkubiert, die zu einer Immobilisie- 
rung des Biopolymers auf der Festphase fuhren, 
wobei die Festphase den zweiten Partner des spezi- 
fischen Bindepaars an ihrer Oberflache gebunden 
enthalt und die Immobilisierung durch Wechselwir- 
kung der beiden Partner des spezifischen Bmde- 
paars erfolgt, 

dadurch gekennzeichnet. daB die Inkubation in Gegen- 
wart eines in der flfissigen Phase loslichen polymeren 
Immobilisierungsaktivators erfolgt 

Oberraschenderweise wurde festgesteDt. daB bei An- 
wesenheit von wasseridslichem polymeren Immobilisie- 
rungsaktivatoren in einer wirksamen Konzentration die 
Ausbeute der Immobilisierungsreaktion von Biopoly- 
meren an Festphasen dramatisch gesteigert werden 
kana So wurde beispielsweise gefunden. daB die Immo- 
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biiisierung von DNA-Molekfllen niit ciner Lnnge von saure weist d^er vorzugsweisc cine LsLUgt von ^ 100 
6^ kb urn mindestens 1—2 GroBenordnungen verbes- Nudeotiden, besonders bevorzugt > 1000 Nudeotiden 
sert werden kann. AuBerdem konnten durdj das erfm- ond am meisten bevorzugt 2: 5000 Nudeotiden auf. Die 
dungsgemaBe Verfahren auch nodi wesentlidi lingere Obergrenze fur die Lange von immobilisierbaren Nu- 
DNA-Molekule. z.R DNA-Molekule mit einer linge 5 deinsauren betrigt mindestens ca. 100— 150 kb. 
von ca. 50 kb immobilisiert werden, was mit konventio- Die im erfindungsgemaBen Verfahren zur Immobili- 
nellen Methoden bisher nicht mogik:h war. sienmg des Biopolymers verwendete Festphase ist nidit 

Durch das eifmdungsgemaBe Verfahren werden Re- kritisdL Vorzugsweise wild die Festphase aus der 
aktionen verbessert oder uberhaupt erst crmdglidit, in Gnippe, bestehend aus Beads, Mikrotiterplatten, Reak- 
denen ein kritisdier Parameter entweder eine hohe ab- 10 tionsgefaBen, wie etwa KOvetten, Chips, Sensoroberfla- 
sohite Menge an immobihsierter DNA einer gegebenen chen imd Membranen ausgewahlt Besonders bevorzugt 
Lange oder/und eine groBe Linge der immobilisierten sind paramagnetisdie Mikrobeads, Chips und Sensor- 
DNA ist Spezifisdie Beispieie auf dem Gebiet der mo- oberflachen. 

lekularbiologischen Gnindlagenforsdiung sind Reak- Die Immobilisierung des Biopoiymere an der Fest- 
tionen, bei denen DNA-bindende Kompoaenten, wie 15 phase erfolgt fiber ein spezifisdies Bindepaar, wobei der 
etwa Proteme oder hybridisierende komplementare erste Partner dieses Bindepaars an das Biopolymer ge- 
DNA-Strange gereinigt werden mussen und bei denen koppelt und der zweite Partner an der OberflSche der 
die Komplexbildung im wesendidien von den Konzen- Festphase gebunden ist Zwisdien den Partnem des Bin- 
trationen der Reaktionspartner abhSngt Die Mdglidi- depaars besteht vorzugsweise eine hochaffine nidit-ko- 
keit zur Immobilisierung langer DNA-Molekule an eine 20 valente Wediselwirkim^ die eine Bindungskonstante 
Festphase hat audi groBeBedeutung fur Strategien zur von vorzugsweise > 10' M"* aufweist Beispieie fOr 
Klonierung von Genen. bei denen durdi die Isolierung geeignete Bindepaare sind Biotin/Streptavidin bzw. 
von langeren ProdiJcten die Notwendigkeit von emeu- Avidin, Hapten bzw. Antigen/Antikorper und Kohlen- 
tenMusterungssduittenentMt hydrat/Lectin- Besonders bevorzugt ist das Bindepaar 

Ein weiteres Beispiel fOr die Anwendung des erfin- ^ Biotin/Streptavidm bzw. Avidin mit einer Bmdungskon- 
dungsgemaBen Verfahrens in der Zellbiologie ist die stante von ca. 10*' M'^ wobei man ein biotinyliertes 
Untersuchung der Bildung mitotischer Spindeb an Polymer an einer mit Streptavidin bzw. Avidin besdiich- 
Chromatin. Diese Bildung mitotischer Spindeb hangt teten Festphase immobilisiert Weiterhin besonders be- 
auf kridsche Wdse von der Hohe der Konzentration vorzugt sind auch Hapten-markierte Biopolymere, die 
von inunobiMsierter DNA auf einem Partikel ab. Bei 30 an eine mit einem hodiaffmen monoklonalen Antikor- 
diesen Experimenten wird DNA zuerst auf paramagne- per oder einem Fragment da von beschichtete Festphase 
tischen Beads immobilisiert, dann in einem zellfreien binden konnea Beispieie fur geeignete Haptene sind 
System zu Chromatin verpackt, und das resulderende Bromdeoxyuridin, Digoxigenin und Fluorescein. 
Chromatin wffdschlieBlichals Substrat fur die Spindel- Die Kopplung der Biopolymere mit einem ersten 
bildung verwendet Bei diesen Experimenten wurde 35 Partner eines spezifischen Bindepaares kann nach an 
festgestellt, daB Beads, an denen gemafl den Verfahren sich bekannten Methoden erfolgen. Zur Mariderung 
des Standes der Technik DNA-Molekule in geringer von Nudeinsauren werden beispidsweise biotmylierte 
Konzentration immobilisiert waren, keine signifikante oder Hapten-markierte Nucleotide enzymatisch in den 
Spindelbildung hervorriefen, wahrend nach dem erfin- Nudeinsaurestrang eingebaut Polypeptide kdnnen bei- 
dungsgemaBen Verfahren hergestelhe Beads mit einer 40 spielsweise durch Kopplung mit einem Biotin- oder 
hohen Konzentration an immobilisierter DNA hervor- Haptenderivat maridert werden, das an funktionelle 
ragende Resultate zeigten. Gruppen des Polypeptids bindet Beispieie fOr geeignete 

Weiterhin kann durch das erfmdungsgemaBe Verfah- aktivierte Biodn- und Haptenderivate sind Aktivester, 
ren auch die Wrksamkeit und Geschwindigkdt der z. B. N-Hydroxysuccinimidester, die mit Aminogruppen 
DNA-Sequenziening verbessert werden. Die Inunobili- 45 reagieren, und Maleimidderivate, die mit SH-Gruppen 
sierung ausreichender Mengen an DNA-Fragmenten, reagieren. 

die signifikant langer als die bisher verwendeten sind. Das wesentliche Merkmal des erfmdungsgemaflen 
erm6glichtes,ausjedereinzehienSequenzierungsreak- Verfahrens besteht daiin, daB die Inkubation des zu 
tion erhebiich mehr Informationen zu erhalten. Dies ist inmiobilisierenden Biopolymers mit der Festphase in 
em Faktor, der eine groBe Bedeutung fur gegenwartige 50 Gegenwart ernes in der flussigen Phase Idslichen poly- 
und auch zukiinftigc Sequenzierungsprojekte haben meren Immobilisierungsaktivators erfolgt Der Immobi- 

lisienmgsaktivator ist vorzugsweise ein wasserldsliches 

Das erfindungsgemafle Verfahren fuhrt zu einer ge- Polymer, das aus der Gruppe bestehend aus Polysaccha- 
nerellen Verbesserung der Immobilisierung von Bbpo- riden, Polysaccharidderivaten, Poiyaikoholen. Polypep- 
lymeren. Unter dem Begrif! "Biopolymere" sind insbe- 55 tiden und Gemischen davon ausgewahlt wird. Beispieie 
sondere Proteine, z B. Polypeptide, Glykoproteine, U- fur geeignete Polysaccharide oder Polysaccharidderiva- 
poproteine etc, Kohlenhydrate, r B. Polysaccharide, U- te sind Glykogen, Amylose, Dextran, Dextransulfat und 
popolysaccharide, etc, und Nudeinsauren zu verstehen. Ficoll«^ (ein Kondensat aus Saccharose und Epichlorby- 
Vorzugsweise ist das Biopolymer eine Nudeinsaure, drin), die alleine oder in Kombination verwendet wer- 
z. B. eine einzelstrangige oder doppelstrangige DNA eo den kdnnen. Beispieie fur Polypeptide, die sich als Im- 
oder eine RNA. Besonders bevorzugt ist das Biopoly- mobilisierungsakdvator eignen, sind Serumalbumine, 
mer eine einzelstrangige oder doppelstrangige DNA. wie etwa Rinderserumalbumin, Gelatine, und syntheti- 

Obwohl durch das erfindungsgemafle Verfahren die sche gdadene Polypeptide, wie etwa Polyiysin und Poly- 
Inimobilisierungseffizienz an eine Festphase fOr Nu- glutaminsaure. Diese Polypeptide kdnnen sowohl ein- 
cleinsauren mit beliebiger Lange verbessert werden es zeh als auch in Kombination eingesetzt werden. Wei- 
kann, mmmt die GroBe der Verbesserung mit steigen- terhin kann der Immobilisienmgsaktivator ein Polyal- 
der Lange der Nudeinsauren zu. Erne durch das erfin- kohol sein und spezifische Beispieie fur Polyalkohole 
dungsgemafle Verfahren zu immobilisierende Nuclein- sind Polyalkylenoxidpolymere, wie etwa Polyethylen- 
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glykol, Polyprop^en^ykol oder Polyethylenpropylen- meren. umf assend 
giykole. 

Ein weiteres Beispiel fOr einen geeigneten Polyalko- (a) Mittel zur Kopplung ernes ersten Partners ernes 

hoi ist PolyvinylalkohoL speafisdien Bindepaares an ein BiopoJymer oder/ 

EMe Immobilisierungsaktivatoren des erfindimgsge- 5 und ein mit einem ersten Partner eines spezifischen 

maBen Verfahrens werden in einer Konzentration ein- Bindepaares gekoppeltes Biopolymer, 

gesetzt, die zu einer Verbesserung der Effizienz bzw. (b) eine Festphase, die den zweiten Partner des 

der Geschwindigkeit der Immobilisierung von Biopoly- spezifischen Bindepaares an ihrer Oberfiache ge- 

meren an der Festphase fiihrt Bei dieser Polymerkon- bunden enthait und 

zentration wird im waBrigen Reaktionsvolumen die 10 (c) einen polymeren Immobilisierungsaktivator. 
Ireie" Wasserkonzentration auferund der Anwesenheit 

der Polymere verringert, wodurch die tatsachiiche Kon- Die Mittel zur Kopplung ernes emen Partners eines 

zentration der Reaktionspartner, dh. der Partner des spezifischen Bindq)aares an ein Biopolymer sind ein 

spezifischen Bindungspaares auf dem Biopolymer und Reagenz. welches den ersten Partner des Bindepaares in 

auf der Festphase erhoht wird. Bei zu hohen Polymer- 15 einer rur Kopplung an das Biopolymer geeigneten 

konzentrationen kann in manchen Fallal eine Prazipita- Form enthait, 2. R ein biotinyliertes Nucleotid oder ein 

tion der Biopolymere aus der Losung erfolgen. Anhand Hapten-maridertes Nucleotid, wenn das Biopolymer ei- 

dieser Richtlinien kann der Fachmann auf einf ache Wei- ne Nucleinsaure ist. oder ein reaktives Biotin- oder Hap- 

se wirksame Konzentrationen fur die jeweils verwende- tenderivat, wenn das Biopolymer ein Protein ist 

ten Idslichen polymeren Immobilisierungsaktivatoren 20 Das Biopolymer ist vorzugswebe eine Nuclemsaure, 

ermitteln. insbesondere eine DNA. Das spezifische Bindepaar ist 

Bei Verwendung von Polyethylenglyko! als Immobili- vorzugswdse Biotin/Avidin bzw. Streptavidia Die Fest- 

sierungsaktivator, 2. B. Polyethylen^kol mit einem phase ist. wie vorstehend defmiert, vorzugsweise eine 

Molekulargewicht von 6000-12000. ist erne Konzen- partikelfdrmige Festphase, z.R paramagnetische Mi- 

tration von 3-15% (GewTVoL) bei der Immobilisie- 25 crobeads. ein Chip oder die Oberfladie eines Sensors, 

rungsreaktion bevorzugt Besonders bevorzugt ist die Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Er- 

Konzenti^tion 5-12% (GewTVoL). Bei Polyvinylalko- findung sind lange Nudeinsauremolekule, die in sehr 

hoi, z. B. Polyvinylalkohol mit einem Molekulargewicht hoher Konzentration an einer Festphase immobilisiert 

von 10000— lOOOOO, insbesondere von 30000-70000, ist und durch das erfindungsgemiBe Verfahren erhaitlich 

eine Konzentration von 1-5% (GewTVoL) bevorzugt 30 sindL Wie in den folgenden Beispielen gezeigt. kdnnen 

und eine Konzentration von 2-4% (GewTVoL) beson- durch das erfindungsgemafle Verfahren Nudeinsaure- 

ders bevorzugt molekule mit emer Lange von 6.2 kb in einer Konzen- 

Die Temperatur und Dauer der Inkubation des Bio- tration von mindestens 100 pmol DNA und Nucleinsau- 

polymers mit der Festphase konnen beim erfindungsge- remolekfile von ca. 50 kb in einer Konzentration von ^ 

maBen Verfahren m weiten Bereichen variiert werden. 35 1 pmol DNA pro mg Streptavidin-beschichteten Micro- 

Oblicherweise werden Inkubationstemperatur und beads inunobilisiert werden. Derartige Konzentratio- 

-dauer so gewahlt daB eine groBtmogliche Immobilisie- nen an immobilisierter DNA sind aus dem Stand der 

rung stattfinden kann. Typische Inkubationstemperatu- Technik nicht bekannt Bei einer Oberfiache der Micro- 

ren sind 0*C bis 50^C, msbesondere Raumtemperatur beads von 3-8 mVg Beads (enUprechend 

bis 37** C Die typische Inkubationsdauer ist 10 min. bis 40 30—80 cmVmg BeadsX wie sie vom Hersteller (Dynal) 

angegeben wird, konnen durch das erfindungsgemifie 

Zur effizienten Immobilisierung von Nucleinsauren Verfahren NucleinsSuremolekule mit einer Lange ^ 

wie etwa DNA, die eine negative Ladung tragen. ist eine 5 kb in einer Konzentration von ^ 3000 bis 8000 pmol/ 

Neutralisierung dieser Ladung zweckmaBig. Hierzu cm^ Oberfiache und Nucldnsaurefragmente mit einer 

konnen monovalenteKationenverwendet werden, aber 45 Lange von ca. 50kb in einer Konzentration von ^ 

es ist durchaus moglkdi. auch di- oder polyvalente Kat- 30—80 pmol/cm^ Oberfiache immobilisiert werden. 

ionen wie etwa Spermidin oder Spermin zu verwenden. GemaB vorliegender Erfindung wird somit eine Nu- 

Die Anwesenheit solcher Kationen ist insbesondere bei deinsaure, insbesondere einzelstrangige oder doppel- 

der Immobilisierung von Nucleinsauren bevorzugt Bei strangige DNA bereitgestellt, die uber die nicht-kova- 

anderenBiopolymeren,beidenendneLadungsneutrali- 50 lenteWechselwirkungzweier Partner eines spezifischen 

sierung nicht erforderlich ist, konnen diese Kationen Bindepaares an emer Festphase unmobilisiert is^ wobei 

auch fehlen. der erste Partner des Bindepaares an die Nucleinsaure 

Bei der Immobilisierung von Biopolymeren, die eine gekoppeit und der zweite Partner des Bindepaares an 

Ladungsneutralisation erfordem, ist der Zusatz von Sal- die Festphase gebunden ist In einem ersten Aspckt der 

zen mit monovalenten Kationen bevorzugt Die Anwe- 55 vorliegenden Erfindung weist die Nucleinsaure dne 

senhdt solcher Salze bei der Immobilisierung von Nu- Lange von mmdestens I kb, vorzugsweise von 1 - 10 kb 

cleinsauren ist bereits im Stand der Tedmik bekannt, auf und ist in einer Konzentration von mindestens 1000 

wobei ublicherweise eine sehr hohe Salzkonzentration pmol und vorzugsweise von mindestens 3000 pmol pro 

von ca. 2 M verwendet wird. Beim erfindungsgemaflen cm^ der Festphasenoberflache immobifisiert In einem 

Verfahren hat es sich in vielen Fallen als giinstig erwie- eo zweiten Aspekt weist die Nudeinsaure eine Lange von 

sen, dne geringere Salzkonzentration. z. R im Bereich mindestens 5 kb, vorzugsweise von 5-20 kb auf und ist 

von 0^ bis 1,5 M zu wahlen. Gute Ergebnisse bei der in einer Konzentration von mindestens 300 pmol, vor- 

Immobilisierung von DNA wurden bei einer Konzen- zugsweise von mindestens 1000 pmol und besonders 

tration von ca. I M an monovalenten Kationen erreicht bevorzugt von mindestens 3000 pmol pro cm^ der Fest- 

Geeignete monovalente Kationen sind Alkalimetallio- 55 phasenoberflache immobilisiert In einem dritten 

nen und Ammoniumionen. Aspekt weist die Nucleinsaure eine Lange von mmde- 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung stens 10 kb. vorzugsweise von 10- 100 kb auf und ist in 

ist ein Reagenzienkit zur Immobilisierung von Biopoly- einer Konzentration von mindestens 30 pmol, vorzugs- 
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weise von mindestens 100 pmol und besonders bevor- Moiekulargewicht von ca. 30000-70000 (Sigma) zuge- 
zugt von mindestens 300 pmol pro cm^ der Festphasen- setzt Zur Immobilisierung wurden abnehmende Men- 
oberfladie immobilisiert gen an Streptavidin-besdiichteten paramagnetischen 

Vorzugsweise ist bei der erfindungsgemaBen immobi- Beads (Dynabeads®, Dynal. Oslo), die gemaB der Vor- 
lisierten Nudeinsaure der erste Partner des Bindepaa- 5 schrift des HersteUers vorgewasdien waren, jeweils 
res Biotin und der zweite Partner des Bindepaares Avi- zwei Ansatzen (mit oder ohne PVA) zugesetzt. wobei 
din oder/und Streptavidia Die Festphase ist vorzugs- das Verhaltnis von pmol DNA pro Beadoberflache 
weise partikelfdrmig and umfaBt besonders bevorzogt (1-100 pmol mg Beads) sukzessiv erhoht wurde. Nach 
Microbeads, insbesondere paramagnetische Microbe- dreistflndiger Inkubation bei Raumtemperatur auf ei- 
ads mit einerOberflache von 0^ bis 20 mVg Beads. 10 nem Rotator, um die Beads in Suspension zu halten, 

SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung auch die wurde die Immobilisierungseffizienz Gberpruft 
Verwendung von immobiliderten Nucleinsauren, die 

durch ein Verfahren. wie oben beschrieben, hergestellt Bestimmung der Immobilisierungseffizienz 

wurden, oder von erfmdungsgemafien immobilisierten 

Nudeinsauren zur Sequenzanalyse oder zur Untersu- 15 5 des Oberstands eines Reaktionsansatzes (mit ei- 
diung von Nudeinsaure-bindenden Komponenten. ner Maximalmenge von 0^ ]ig DNA, falls die gesamte 

Weiterhin soli die Erfindung durch die nadifolgenden DNA in Losung geblieben ist) wurden durdi Agarose- 
Beispiele sowie Abb. 1 erlautert werden. geldektrophorese analysiert (Spur C in Abb. ij: Das Gel 

Abb. 1 zeigt die Immobilisierung einer biotinylierten wurde getrodcnet und die Radioaktivitat der Banden 
Nudeinsaure in Abwesenheit bzw. in Gegenwart von 20 mit einem Phosphorlmager® gemessen. Daraus wurde 
PVAalsImmobilisierungsaktivitator. die nadi der Immobilisierung in L6sung verbleibende 

DNA-Menge und somit die Inunobiiisierungseffizienz 
Beispiel 1 abgeleitet 

Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Abb. 1 dargestellt 
Immobilisierung von Plasmid DNA 25 Bei alien PVA-enthaltenden Ansatzen konnte im Ober- 

stand der Immobilisierungsreaktion keine DNA mehr 
Ein linearisiertes Plasmid mit einer Lange von 6,2 kb. nachgewiesen werden (Spuren 1 -8 in Abb. 1 ; + PVA). 
das an einem Ende biotinyliert war, wurde zur Immobili- Somit wurde selbst bei der geringsten Menge an Beads 
sierung verwendet eine vollstandige Immobilisierung erreicht 

Das Plasmid wurde mit Cla I (singulare Restriktions- 30 Das in dieser Versuchsserie getestete Maximalver- 
sdmittstelle im Poljiinker) linearisiert und weiterhin mit haltnis war 100 pmol DNA/mg Beads. Folglidi kdnnen 
EcoRI (singulare RestriktionssdmittsteileimPoIylinker) in Gegenwart von 2J5% PVA mindestens 100 pmol 
gespalten, wobei ein langes 6,2 kb Fragment und ein DNA (6^ kb) pro mg Beads (und vermutlidi sogar nodi 
sehr kurzes 21 bp Fragment erhalten wurden. Die DNA mehr) immobilisiert werdea Im Gegensatz dazu war in 
wurde durch Prazipitation gewonnen und in Reaktions- 35 Abwesenheit von PVA die maximale Kapazitat der Be- 
puffer (10 mM Tris-HQ-pH 7J5, 10 mM MgQz, 1 mM ads weniger als 2 pmol DNA/mg Beads (Spuren 9-16 
Dithiothreitol (DTT), 0,1 mg/ml Rinderserumalbumin in Abb. I; - PVA). 
(BSA)) resuspendiert Die Fragmente wurden an ihren 

3'-Enden mit Klenow DNA-Polymerase und 50 |iM Bio- Beispiel 2 

tin 14-dATP (Gibco, BRL). 200 iiM a-S-dTTP, 200 jiM 40 

a-S-dCTP und 200 jiM a-S-dGTP (Pharmada) aufge- Immobilisierung von Lambda-DNA 

fflUt Das nicht eingebaute Biotin-14-dATP sowie das 

kleine DNA-Fragment wurden mittels Gelfiltration Es wurde auch getestet, ob sehr lange DNA (z. B. 
dmxh eine Chromaspin TE-100®-Saule (Qontech) ge- DNA des Phagen Lambda mit 48,5 kb) auf Beads immo- 
maBdenVorschriftendesHersteDersentfemtZurHer- 45 bilisiert werden kann und ob polymere Immobilisie- 
stellung eines radioaktiv markierten botinylierten Frag- rungsaktivatoren, namlich PVA und Polyethylenglykol 
ments wurde ctpP] dCTP bei der Auffullreaktion zuge- (PEG), die Immobilisierungseffizienz verbessera kon- 
setzt Die radioaktive DNA wurde mit der nicht-radio- nea 

aktiven DNA in einem Verhaltnis von 1 : 3 gemischt Lambda-DNA wurde hierfur zunachst fOr 5 mm. bei 
Die Konzentration der biotinylierten DNA wurde durch 50 7rC inkubiert um Konkatamere zu dissoziierea Die 
Messung der Absorption bei 260 am bestimmt Ein klei- kohasiven Enden wurden mit Vent Polymerase® (US 
nes Aliquot des biotinylierten Fragments wurde voll- Biolabs) und Deoxynudeotiden (50 \iM Biotin- 
standig auf einem OberschuB von Streptavidin- be- 16-dUTP; 200 \iM a-S-dATP, 200 nM a-S-dCTP, 200 
schichleien paramagnetisdien Beads (Dynabeadso® jiM a-S-dGTP) fur 30 min. bei 72*C aufgefullt Die 
M-280, Dynal Oslo) immobilisiert, was zeigte, daB alle 55 DNA wurde prazipitiert und zur Abtrennung freier Nu- 
Fragmente biotinyliert warea deotide gewaschea AnscfalieBend wuide sie in Wasser 

resuspendiert und die Konzentration bestimmt 
Immobilisierung Die Immobilisierungsreaktionen wurden wie zuvor 

beschriebea durchgefuhrt Jeder Ansatz enthielt eine 

Es wurde die DNA-Bindekapazitat der Streptavidin- eo konstante Menge an DNA in Bindepuffer entweder oh- 
beschichteten Beads bestimmt ne Polymere oder mit Zusatz von 2,5% PVA (Moleku- 

Hierzu wurden mehrere identische Reaktionsansatze largewicht ca. 30-70 000; Sigma) oder 8- 12% PEG 
durchgefuhrt, die eine vorgegebene Menge an DNA (Moiekulargewicht ca. 8000; Sigma). Die unter diesen 
(0,5 pg) in Bindepuffer (1 M NaO, 10 mM Tris pH 8,0, 2 Bedingungen immobilisierte DNA-Menge wurde durch 
mM EDTA, pH 8,0) in einem Endvolumen von 20jU 65 Agarosegdelektrophorese von DNA im Oberstand der 
enthieltea Um die Wirkung von polymeren Immobili- Immobilisierungsreaktion und Anfarbung durch Ethidi- 
sierungsaktivatoren zu testen, wurden zu einer Serie umbromid bestimmt 

von Ansatzen 2,5% Polyvinylalkohol (PVA) mit einem Bei Zusatz von 2,5% PVA oder 8-12% PEG war die 
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ImmobOisierungseffizienz groBer als 1 pmol DNA/mg 
Beads, wahrend in Abwesenheit von PVA oder PEG 
keiae nachweisbare Immobilisiening gefunden wurde. 
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Patentansprache 

1. Verfahren zur Inmiobiiisierung von Biopolyme- 
ren an einer Festphase, wobei man 

(a) ein mit einem ersten Partner eines spezifi- 
schen Bindepaares gekoppeltes Biopolymer in 
einer flQssigen Phase bereitstellt und 

(b) die flOssige Phase mit einer Festphase unter 
Bedingungen inkubiert, die zu einer Immobili- 
sierung des Biopolymers auf der Festphase 
fuhren, wobei die Festphase den zweiten Part- 
ner des spezifischen Bindepaars an ihrer Ober- 
flache gebunden enthilt imd die Immobilisie- 
rung durch Wechselwirkung der beiden Part- 
ner des spezifischen Bmdepaars erfolgt, 

dadnrch gekennzeichnet, daB die Inkubation in 
Gegenwart eines in der flussigen Phase loslichen 
polymeren Immobilisienmgsaktivators erfolgt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Biopolymer aus der Gnippe be- 
stehend aus Polypeptiden, Glykoprotemen, Lipo- 
proteinen, Kohlehydraten und Nudeinsauren, aus- 
gewahltwird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet,daB das Biopolymer eine Nucleinsiu- 
re, insbesondere eine DNA umf aBt 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die NukleinsSure erne L^ge von ^ 
100 Nucleotiden aufweist 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Nucleins^ure eine L§nge von ^ 
1000 Nucleotiden aufweist 

6. Verfahren nadi Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Nudeins^ure eine L3nge von ^ 
5000 Nucleotiden aufweist 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dpa durch gekennzeichnet, daB die Fest- 
phase aus der Gruppe bestehend aus Beads, Mikro- 
titerplatten, ReaktionsgefaSen, Chips, Sensorober- 
flachen und Membranen ausgewahlt wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche. dadurch gekennzeichnet, daB das Binde- 
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paar ausgewahlt wird aus der Gnippe bestehend 
aus Biotin/Str^tavidin bzw. Avidin, Hapten bzw. 
Antigen/Antikorper und Kohlenhydrat/Lectia 

9. Verfahren nadi Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, da6 man ein biodnyliertes Biopolymer an 5 
einer mit Streptavidin bzw. Avidin beschichteten 
Festphase immobilisiert 

10. Verfahren nach einem der voriiergehenden An- 
sprfldie, dadurch gekennzeichnet, dafi der Inunobi- 
lisierungsaktivator ausgewahlt wird aus der Gnip- 10 
pe bestehend aus Polysacchariden, Polysaccharid- 
derivaten, Polyalkoholen. Polypeptiden und Gemi- 
schendavoa 

11. VerfahTMi nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als Immobilisienmgsaktivator 15 
ein Polysaccharid oder Polysaccharidderivat ver- 
wendet 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als ImmobiHsierungsaktivator 
Glykogen, Amylose, Dextran. Dextransulfat oder/ 20 
und FicoD® verwendet 

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als ImmobiUsieningsaktivator 
ein Polypeptid verwendet 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 25 
zeichnet, daB man als Immobilisierungsaktivator 
ein Serumalbumin, Gelatine, Polylysin oder/und 
Poiyglutaminsiure verwendet 

15. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man ais Immobilisierungsaktivator ei- 30 
nen Potyalkohol verwendet 

la Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als ImmobiUsierungsaktivator 
ein Polyalkylenoxid oder/und Polyvinylalkohol ver- 
wendet 35 

17. Verfahren nach.Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als Immobilisienmgsaktivator 
Polyethylenglykol in einer Konzentration von 
3—15% (Gew/VoL) verwendet 

18. Verf^en nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 40 
zeichnet, daB man als Immobilisierungsaktivator 
Polyvinylalkohol in einer Konzentration von 

1 —5% (GewTVoL) verwendet 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1—18, 
dadurch gekennzeichnet, daB man die Inkubation in 45 
Gegenwart eines Salzes mit einem monovalenten 
Kationdurchfuhrt 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die Salzkonzentration im Bereich von 
01,5- 1,5 Mliegt 50 

21. Reagenzienkit zur Immobilisienmg von Biopo- 
lymeren, umfassend 

(a) Mittel zur Kopplung eines ersten Partners 
eines spezifischen Bindepaares an ein Biopoly- 
mer oder/und ein mit einem ersten Partner 55 
eines spezifischen Bindepaares gekoppeltes 
Btopolyrner, 

(b) eine Festphase, die den zweiten Partner des 
spezifischen Bindepaares an ihrer Oberflache 
gebunden enthilt und 60 

(c) einen polymeren Immobilisierungsaktiva- 
tor, 

22 Reagenzienkit nach Anspruch 21. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Biopolymer eme NudeinsSu- 
reist 65 
23. Reagenzienkit nach Anspruch 21 oder 22, da- 
durch gekennzeichnet, daB das spezifische Binde- 
paar Biotra/Avidin bzw. Streptavidin ist 
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24. Nucleinslure, die uber die nicht-kovalente 
Wechselwirkung zweier Partner eines spezifischen 
Bindepaars an einer Festphase inunobilisiert ist, 
wobei der erste Partner des Bindepaars an die Nu- 
cleinsaure gekoppelt und der zweite Partner des 
Bindepaars an die Festphase gebunden ist, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nudeinsaure eine Lange 
von mindestens 1 kb aufweist und in dner Konzen- 
tration von mindestens 1000 pmol pro cm^ der Fest- 
phasenoberfladie immobilisiert ist 

25. Nucleinsaiu^, die uber die nicht-kovalente 
Wechselwirkung zweier Partner eines spezifischen 
Bindepaars an einer Festphase immobilisiert ist, 
wobd der erste Partner des Bindepaars an die Nu- 
cleinsSure gekoppeh und der zweite Partner des 
Bindepaars an die Festphase gebunden ist, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nucleinsaure eine Lange 
von mindestens 5 kb aufweist und in einer Konzen- 
tration von mindestens 300 pmol pro cm^ der Fest- 
phasenoberflache immobilisiert ist 

26. Nudeinsaure, die uber die nicht-kovalente 
Wechselwirkung zweier Partner eines spezifischen 
Bindepaars an einer Festphase inunobilisiert ist, 
wobei der erste Partner des Bindepaars an die Nu- 
cldnslure gekoppdt und der zweite Partner des 
Bindepaars an die Festphase gebunden bt, dadurch 
gekennzeichnet. daB die Nucleinsaure eine Lange 
von mindestens 10 kb aufweist und in einer Kon- 
zentration von mindestens 30 pmol pro cm^ der 
Festphasenoberflache immobilisiert ist 

27. Immobilisierte Nudeinsaure nach einem der 
Ansprudie 24-26, dadurch gekennzeichnet, daB der 
erste Partner des Bindepaars Biotin und der zweite 
Partner des Bindepaars Avidin oder/und Streptavi- 
din ist 

28. Immobilisierte Nudeinsaure nach einem der 
Anspruche 24—27, dadurdi gekennzeichnet, daB 
die Festphase Microbeads umfafit 

29. Verwendung von immobilisierten NudemsSu- 
ren, die durch ein Verfahren nach einem der An- 
spriiche 1—23 hergestellt wurden, oder von hnmo- 
btlisierten Nucldnsauren nach einem der AnsprQ- 
che 24—28, zur Sequenzanalyse. 

30. Verwendung von immobilisierten Nudeinsau- 
ren, die durch ein Verfahren nach einem der An- 
sprfiche 1—23 hergestellt wurden, oder von immo- 
bilisierten Nudemsauren nach einem der Anspru- 
che 24—28, zur Untersuchung von NucleinsSureb- 
indenden Komponenten. 


Hierzu 1 Seite(n)Zeichnungen 


ZEICHNUNGEN SETTE 1 Nummer: DE19602300 A1 

lnt.CI.6: C07H 21/00 

Offenlegungstag: 24.Juli1997 


Abb. 1 


< 
> 


< 

> 
CL 
+ 


(J 
O 

o 


o 

O 
CO 

O 


ro 


o 
o 


O 
in 


O 

CO 


o 

CM 


CO 


u 

o> 
E 

o 
E 

GL 


I • 



CVJ 


00 


CO 


702030/450 


